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A depressão é um transtorno cada vez mais presente na população, e sua 
fisiopatologia e tratamento vêm sendo estudados através de diversos modelos 
animais, um deles a bulbectomia olfatória. Recentemente foi observado que a 
suplementação com óleo de peixe, rico em ω-3, durante as fases pré e pós-natais foi 
capaz de diminuir comportamentos depressivos e ansiosos. O presente estudo foi 
dedicado a avaliar o envolvimento da suplementação com óleo de peixe (OP) sobre 
o comportamento depressivo e déficit cognitivo induzido pelo modelo da 
bulbectomia. Em nosso estudo, foram utilizadas ratas matrizes, as quais foram 
suplementadas durante os períodos de adaptação, acasalamento, gestação e 
lactação e, seus filhotes foram, na vida adulta, submetidos à bulbectomia olfatória. 
Após 14 dias de recuperação pós-cirúrgica os animais de 94 dias foram submetidos 
aos testes comportamentais. Os conteúdos hipocampais de BDNF, da 5-HT e DA e 
de seus metabólitos, 5-HIAA (ácido 5-hidroxi-indolacético) e DOPAC (ácido 3,4-di-
hidroxifenilacético), respectivamente, foram determinados nos animais experimentais 
de 102 dias de idade. Os animais bulbectomizados apresentaram comportamento 
ansioso quando expostos ao Labirinto em Cruz Elevado, assim como 
comportamento depressivo ao passarem pelo teste de Natação Forçada Modificado, 
comportamento que foi revertido pela suplementação com óleo de peixe. Em relação 
à memória, foi observado que o óleo de peixe foi eficaz em atenuar os déficits 
causados pela bulbectomia no teste de Localização de Objetos, que avalia memória 
dependente de hipocampo. Nos animais bulbectomizados foi detectado decréscimo 
na expressão de BDNF e 5-HT hipocampais. Nos animais suplementados foi 
detectado acréscimo na expressão de BDNF no hipocampo. No grupo OP houve 
acréscimo nos níveis da 5-HT, embora a formação de 5-HIAA estivesse diminuída no 
hipocampo, indicando baixa metabolização da 5-HT nessa região cerebral. O óleo 
de peixe foi capaz de prevenir os déficits neuroquímicos observados nos animais 
bulbectomizados. De acordo com nossos resultados, a suplementação durante as 
fases pré-concepção à lactação, ou seja, nos períodos mais críticos de 
desenvolvimento dos neurônios cerebrais, foi capaz de atenuar o aparecimento de 
sintomas depressivos, assim como disfunções cognitivas, em ratos submetidos à 
bulbectomia. Assim, sugere-se que a suplementação promoveu aumento na 
expressão de BDNF e na transmissão serotoninérgica do hipocampo. Esses 
resultados do óleo de peixe culminaram em um robusto efeito antidepressivo. 
Considerando o papel inquestionável do BDNF na promoção da sobrevivência 
neuronal, o presente estudo demonstrou que o aumento da expressão de BDNF no 
hipocampo neutralizou os déficits na memória espacial induzidos pela OBX. Esses 
dados confirmam os efeitos antidepressivos da suplementação com ácidos graxos 
ω-3, os quais estão relacionados com aumento na transmissão serotoninérgica do 
hipocampo. O óleo de peixe parece mediar um envolvimento recíproco de ativação 
do sistema serotoninérgico com aumento na expressão de BDNF no hipocampo, e o 










Depression is a disorder that is increasingly present in the population, and its 
pathophysiology and treatment have been studied using several animal models, 
including olfactory bulbectomy (OBX). It was recently observed that fish oil 
supplementation rich in ω-3, during pre-and postnatal periods was able to decrease 
depression and anxiety behaviors. The present study was devoted to evaluate the 
involvement of fish oil supplementation on the depressive behavior and cognitive 
impairment induced by the olfactory bulbectomy model of depression. In our study, 
were used female rats as matrices, which were supplemented during periods of 
adjustment, mating, gestation and lactation and their pups were, in adulthood, 
underwent to olfactory bulbectomy. After 14 days of postoperative recovery, the 94 
days old animals were subjected to behavioral tests. The content of hippocampal 
BDNF, 5-HT and DA and their metabolites, 5-HIAA (5-hydroxy-indoleacetic) and 
DOPAC (3,4-di-hydroxyphenylacetic), respectively, were determined when the 
experimental animals had 102 days of age. The bulbectomized animals exhibited  
anxious behavior when exposed to elevated plus maze, as well as depressive 
behavior when they were submitted to the Modified Forced Swimming Test, 
behaviors that were reversed by fish oil supplementation. Regarding memory, it was 
observed that fish oil was effective in attenuating deficits caused by OBX in the 
Object Location Task, which assesses hippocampus-dependent memory. In 
bulbectomized animals, was detected decrease in the expression of hippocampal 
BDNF and 5-HT. In the supplemented animals was detected increased expression of 
BDNF in the hippocampus. In the FO group, there was increase in the levels of 5-HT, 
although the formation of 5-HIAA were reduced in the hippocampus, indicating low 5-
HT metabolism in this brain region. The fish oil was able to reverse the 
neurochemical deficits observed in bulbectomized animals. According to our results, 
supplementation during the pre-conception to lactation, ie, the most critical periods of 
development of brain neurons, was able to attenuate the onset of depressive 
symptoms, and cognitive dysfunction in rats submitted to bulbectomy . Therefore, we 
suggest that supplementation increased the BDNF expression and serotonergic 
transmission in the hippocampus. The results of fish oil culminated in a robust 
antidepressant effect. Considering the unquestionable role of BDNF in promoting 
neuronal survival, this study demonstrated that increased expression of BDNF in the 
hippocampus counteracted the deficit in spatial memory induced by OBX. These data 
confirm the antidepressant effects of supplementation with ω-3 fatty acids, which are 
associated with increased serotonergic transmission in the hippocampus. Fish oil 
appears to mediate a reciprocal involvement of the serotonergic system activation 
with increased expression of BDNF in the hippocampus, and the increase of this 
neurotrophin seems to counter the memory deficits induced by olfactory bulbectomy. 
 
 
Keywords: Depression, Fish Oil, Olfactory Bulbectomy; Memory; BDNF, serotonin; 
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A depressão é um transtorno de humor que, segundo a Organização 
Mundial de Saúde será a principal causa de incapacidade em todo o mundo, ficando 
atrás apenas das doenças cardiovasculares, sendo assim de fundamental 
importância o conhecimento de sua etiologia, assim como criação de estratégias 
eficazes de tratamento. Segundo o DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of 
Mental Disorders), são critérios para diagnóstico de depressão: estado deprimido, 
anedonia, sensação de culpa, dificuldade de concentração, fadiga, insônia ou 
hipersonia, agitação ou retardo psicomotor, perda ou ganho de peso, idéias de morte 
ou suicídio. Pode ser classificada, de acordo com o número de itens positivos, em: 
a) depressão menor: 2 a 4 sintomas por duas ou mais semanas, incluindo estado 
deprimido ou anedonia; b) distimia: 3 ou 4 sintomas, incluindo estado deprimido, 
durante dois anos, no mínimo; e c) depressão maior: 5 ou mais sintomas por duas 
semanas ou mais, incluindo estado deprimido ou anedonia (DSM-IV-TR/2000). 
Embora hajam muitas hipóteses isoladas explicando sua etiologia, a 
depressão é uma doença multifatorial. Estudos epidemiológicos demonstram que até 
50% do risco de desenvolver depressão tem causa genética (NESTLER, 2002). 
Ainda, fatores ambientais são bastante importantes, sendo o aumento da 
responsividade ao estresse externo e respostas inadequadas à eventos de vida 
negativos (KUBERA et al., 2010), assim como mudanças nos hábitos alimentares 
(SIMOPOULOS, 2002), muito associados às fases iniciais da patologia.  
 
 
1.1.1 Teorias da Etiologia da depressão 
 
A depressão apresenta uma etiologia complexa, sendo aceita 
predominantemente a teoria monoaminérgica, segundo a qual a depressão é 
consequência de um defeito em um dos sistemas modulatórios difusos 
(Serotoninérgico ou Noradrenérgico) levando a um desequilíbrio de 
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neurotransmissores “monoaminérgicos” serotonina e/ou noradrenalina liberados no 
encéfalo (DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997; NESTLER, 2002). 
A hipótese das monoaminas cresceu originalmente de associações entre os 
efeitos clínicos de vários fármacos que causam ou amenizam os sintomas da 
depressão e seus efeitos neuroquímicos conhecidos sobre a transmissão 
monoaminérgica no cérebro (DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997).  
A associação do distúrbio à deficiência das aminas biogênicas é 
fundamentada em resultados de exames bioquímicos que detectaram baixos níveis 
de noradrenalina e serotonina no sangue, urina e líquor de pacientes com depressão 
(HENINGER et al., 1996; DUMAN HENINGER; NESTLER, 1997). Outro fator que 
corrobora essa teoria é o tratamento, muitas vezes eficaz, com inibidores da enzima 
monoaminooxidase (IMAOs) e com drogas que inibem a recaptação desses 
neurotransmissores, como os Antidepressivos Tricíclicos e os Inibidores Seletivos da 
Recaptação da Serotonina e/ou Noradrenalina. Outro aspecto importante é a 
associação de baixos níveis do ácido 5-Hidroxiindolacético (5-HIAA), metabólito da 
serotonina, à tendência ao suicídio na depressão (CARLSON, 2002). 
Ainda, há a hipótese das neurotrofinas, segundo a qual a diminuição do fator 
neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) tem papel fundamental na patogênese da 
depressão (LUO et al., 2010). Foi observado que na depressão ocorre deficiência de 
BDNF, levando consequentemente à diminuição do volume hipocampal (VAIDYA; 
DUMAN, 2001; SONG; WUANG, 2011). Esse fato demonstrou a importância do 
BDNF na função neuronal, uma vez que é uma das principais neurotrofinas 
responsáveis pela modulação da plasticidade no hipocampo (PANG et al., 2004a; 
PANG et al., 2004b; TYLER et al., 2002). De fato, tratamentos com antidepressivos 
demonstraram normalização dos níveis de BDNF no sangue, antes diminuídos 
nesses pacientes deprimidos (BOLDRINI et al., 2009; KAREGE et al., 2005). 
Por outro lado, existem vários estudos apontando para a inflamação como 
fator causal da depressão (SU et al., 2010; MCNAMARA et al., 2010; SONG; WANG, 
2010; MAES, 2010; LOFTIS; HUCKANS; MORASCO, 2010). Uma meta-análise 
acerca das citocinas pró-inflamatórias na depressão maior relata maiores 
concentrações de TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6) em 




Ainda, deficiências na transdução dos sinais que regulam a 
neuroplasticidade e sobrevivência celulares vêm sendo considerados importantes 
mecanismos que contribuem para o processo patológico em questão (ZHANG et al., 
2002). 
Por ser uma patologia de grande incidência, portanto de grande interesse 
médico, potenciais tratamentos são amplamente estudados, no sentido de melhorar 
as atuais alternativas e/ou criar novas. 
Baseados na teoria monoaminérgica, a maioria dos medicamentos 
aumentam a neurotransmissão das monoaminas, através de diferentes mecanismos 
(KISS, 2008). Clinicamente, os inibidores seletivos da recaptação da serotonina 
(ISRS) e os recaptadores de noradrenalina têm uma eficácia semelhante, embora a 
individualidade contribua na resposta. Os efeitos bioquímicos diretos dos 
antidepressivos aparecem mais rapidamente, enquanto os efeitos terapêuticos 
levam semanas para se desenvolver, sugerindo que alterações secundárias 
adaptativas do cérebro, e não o efeito primário do fármaco, sejam responsáveis pela 
melhora clínica (RANG; DALE, 2007). 
Nesse contexto, um número cada vez maior de possíveis agentes 
antidepressivos é vislumbrado, não necessariamente medicamentos tradicionais. É o 
caso do óleo de peixe, mais especificamente, o ômega-3 (-3). É sabido que o 
encéfalo possui altas concentrações de lipídeos complexos, os quais determinam 
propriedades estruturais e funcionais das membranas das células e das organelas 
(FAROOQUI et al., 2000; FEDOROVA; SALEM JR, 2006). Lipídeos específicos (que 
serão detalhados adiante) têm um papel importante no metabolismo encefálico, 
influenciando o desempenho cognitivo, a acuidade visual, metabolismo de 
neurotransmissores e desenvolvimento neural (CHALON et al., 2001), sendo que 
sua deficiência pode causar perda de habilidades de aprendizagem, memória ou 
culminar em doenças neurológicas na vida adulta (YOUDIM et al., 2000; 
FEDOROVA; SALEM JR, 2006). 
 
 
1.1.2 Ácidos graxos 
 
Os ácidos graxos e os seus derivados, como os triacilgliceróis e 
fosfolipídeos, são exemplos de lipídios. Eles compõem um conjunto de moléculas 
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biológicas que têm a característica comum de serem insolúveis em água e solúveis 
em solventes orgânicos, com funções de reserva energética, composição das 
membranas celulares e um importante papel na sinalização celular e precursor de 
moléculas bioativas (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) (RIEMER et al., 
2010; ALBERTS et al., 2004; COOPER; HAUSMAN, 2007). Uma molécula de ácido 
graxo tem duas regiões quimicamente distintas: uma delas formada por uma longa 
cadeia hidrocarbonada, que é hidrofóbica e não tem muita reatividade química; a 
outra é um grupo carboxila que se comporta como um ácido, se ionizando em 
solução, extremamente hidrofílico e reativo quimicamente (ALBERTS et al., 2004). 
De acordo com as ligações moleculares presentes, os ácidos graxos podem 
ser classificados em saturados, com ausência de dupla ligação; monoinsaturados, 
com apenas uma dupla ligação; ou poli-insaturados, apresentando mais de uma 
dupla ligação (BOTHAM; MAYES, 2007). Os ácidos graxos insaturados têm pontos 
de fusão mais baixo do que os ácidos graxos saturados de mesmo comprimento, o 
que aumenta sua fluidez, assim como de seus derivados (VOET; VOET, 2006). 
 
 
1.1.3 Ácidos graxos poli-insaturados (AGPI’s) 
 
Os ácidos graxos α-linolênico e linoléico) são essenciais para funções 
celulares normais, e são precursores para a síntese de ácidos graxos 
poliinsaturados de cadeia longa -3 e -6, respectivamente (BOTHAM; MAYES, 
2007), como visto na figura 1. 
 
 
Figura 1 – Estrutura química dos precursores dos ácidos graxos das famílias ω-6 
e ω-3, respectivamente. 




Embora os mamíferos sejam capazes de produzir ácidos graxos 
moniinsaturados, eles não possuem as enzimas Δ12dessaturase e Δ15dessaturase, 
não sendo capazes de sintetizar os ácidos graxos -3 e -6, que, portanto, devem 
ser obtidos através da alimentação (BOTHAM; MAYES, 2007; CALDER, 2003). São 
encontrados -3 principalmente em peixes de águas frias profundas, como salmão, 
atum e truta, em alguns vegetais como a linhaça, agrião, brócolis e espinafre, e em 
menor quantidade em frutos do mar. Já os ácidos graxos -6 podem ser 
encontrados em óleos vegetais como de girassol, canola, milho e soja, no leite de 
cabra e vaca, no abacate, além de na maioria das amêndoas (MARTIN et al., 2006). 
Os lipídeos com 18 carbonos que pertencem a essas famílias: ácido α-
linolênico (18:3 n-3) e ácido linoléico (18:2 n-6) usam as mesmas enzimas 
dessaturases e uma alongase para sintetizar seus derivados com 20 átomos de 
carbonos: ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido aracdônico (AA) (GARÓFOLO; 
PETRILLI, 2006), observado na figura 2. 
 
 
Figura 2 - Etapas bioquímicas para síntese dos ácidos graxos. 




Elas possuem maior afinidade pelos ácidos da família -3, porém a 
conversão do ácido α-linolênico em AGPI's de cadeia longa sofre grande influência 
dos níveis de ácido linoléico na dieta. 
Existem duas vias de metabolização: a via cicloxigenase, para formação de 
prostaglandinas e tromboxanos, e a via lipoxigenase, a qual leva à síntese de 
leucotrienos (ALBERTS et al., 2004). Embora o AA seja preferencialmente 
metabolizado pela via da ciclooxigenase, a presença do EPA inibe competitivamente 
esta via, portanto uma ingestão aumentada de -3 resulta na diminuição de AA. Isso 
gera aumento das prostaglandinas e tromboxanos derivados do EPA, que têm 
menor potencial inflamatório em comparação aos do AA (FEDOROVA; SALEM Jr, 
2006). Desse modo, as quantidades relativas das duas famílias de ácidos graxos 
providas pela dieta e presentes nos tecidos são de grande importância, tendo sido 
demonstrado por Simopoulos (2002) que as mudanças na dieta com o passar dos 
tempos interferiu diretamente nas funções biológicas e metabólicas, com 
implicações importantes à saúde quando há um desequilíbrio quantitativo na 
ingestão de ácidos graxos -3 e -6 na dieta humana. Esta passou a ter uma 
quantidade desproporcional de -6, uma vez que a alimentação “moderna” é muito 
rica neste ácido graxo. Ainda, soma-se o fato de haver pouca ingestão de alimentos 
ricos em -3, fazendo assim destes ácidos graxos o alvo de nossa investigação. 
 
 
1.1.4 Ácidos graxos -3 x gestação e lactação 
 
No período de gestação, ocorre transferência dessas substâncias da mãe 
para o feto, sendo continuada após o nascimento através do aleitamento, havendo 
necessidade da mãe adaptar seu metabolismo para dar suporte às necessidades 
energéticas do feto, e posteriormente o bebê. Além disso, os AGPI´s também podem 
ser usados para atender à demanda de energia imediata (CHEN; CUNNANE, 1993), 
indicando-se aumento de sua ingestão nesse período, bem como nos primeiros 
meses após o nascimento do bebê (KOLETZKO; CETIN; BRENNA, 2007). Esta 
quantidade influencia claramente a transferência de ácidos graxos para o bebê, 
antes e depois nascimento, e estes por sua vez desempenham um papel importante 
no crescimento e desenvolvimento infantil, pronunciadamente durante o 
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desenvolvimento do sistema nervoso no início da vida (LAPILLONNE; CLARKE; 
HEIRD, 2003; INNIS, 2000). O último trimestre da gestação e os primeiros meses de 
vida do bebê compõe um período de crescimento cerebral intenso, com aumento de 
sinapses e arborizações dendríticas (LAURITZEN et al., 2001), e aumento 
principalmente de ácido araquidônico e ácido docosahexaenóico (DHA, que é 
derivado do EPA), sendo estes os principais ácidos graxos componentes das 
membranas neuronais. Sua deposição depende exclusivamente da transferência 
placentária antes do nascimento (LITTLE et al., 2007), mecanismo que, apesar de 
ainda não totalmente esclarecido, provavelmente envolva um processo seletivo, o 
que ocorreria através de acoplamento à algumas proteínas seletivas. Os principais 
produtos atravessados por ela são DHA e AA, realizando liberação desses 
componentes para a circulação fetal, seguido de transporte para o fígado (no caso 
do DHA) onde é esterificado e secretado novamente nas lipoproteínas (INNIS, 2007; 
LAURITZEN et al., 2001; INNIS, 2003). A amamentação pode ser recomendada 
como método preferido de alimentação de bebês, inclusive para prematuros, pois 
fornece ácidos graxos poli-insaturados pré-formados, mas apesar disso, a 
concentração de DHA no leite humano e suplementações pós-natais podem não ser 
capazes de compensar um déficit de DHA ocorrido durante a vida intra-uterina 
(LAPILLONNE; JENSEN, 2009). 
Durante esse período ocorre ainda o risco do desenvolvimento de depressão 
perinatal, fato que poderia estar associado à quantidade de ácidos graxos 
apresentados pela mãe. Estudos vêm tentando utilizar tratamentos alternativos para 
seu tratamento, uma vez que os medicamentos ditos convencionais podem ter 
efeitos indesejados para o feto e para a mãe, devendo ser usados com cautela. 
Dentre as possíveis alternativas encontram-se uso de -3, folato e exercícios, porém 
ainda não há dados suficientes para indicação isolada de qualquer um deles 
(FREEMAN, 2009). Dados epidemiológicos e pré-clínicos dão suporte ao papel dos 
ácidos graxos -3 na depressão perinatal, sendo que dois estudos pilotos sugeriram 
boa tolerabilidade e potencial eficácia no seu tratamento (CHIU et al., 2003; 





1.1.5 Ácidos graxos -3 x depressão 
 
Alterações no perfil lipídico da dieta e sua incorporação nas membranas 
neurais vêm sendo envolvidas no desenvolvimento da depressão. Isso se deve ao 
fato de diferentes estudos epidemiológicos apontarem menor ocorrência de 
depressão na população de países como o Japão, Chile e Coréia, os quais 
apresentam consumo regular de peixe na alimentação (PEKANIN et al., 1989; DE 
VRIESE; CHRISTOPHE; MAES, 2003). 
Também foi demonstrado que pacientes com depressão maior apresentam 
deficiência de -3, tanto no plasma quanto na composição das membranas das 
hemácias (LIN; HUANG; SU, 2010; McNAMARA; CARLSON, 2006; WILLIAMS et al., 
2006; VENNA et al., 2009; ROSS, 2007), assim como o desbalanço na proporção 
ingerida de -6/-3 compondo o quadro patológico (PEET et al., 1998; LIN et al., 
2010; EDWARDS et al., 1998). 
A partir dos dados expostos anteriormente, o uso do óleo de peixe como 
possível agente antidepressivo é um tema em evidência. Vários estudos apontam 
nessa direção (CALDER, 1998; VENNA et al., 2009; WILLIAMS et al., 2006; PEET et 
al., 1998; SONG; ZHANG; MANKU, 2009;  LIN et al., 2010; DA SILVA et al., 2008). 
Há também indicação de neuroproteção, associando um alto consumo de 
DHA com menores riscos de desenvolvimento de doenças como Alzheimer e 
Parkinson (CALON; COLE, 2007; SU et al., 2008). Delattre et al. (2010) investigou a 
ação do -3 em um modelo de doença de Parkinson feito com 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), encontrando diminuição no comportamento rotacional, sugerindo efeitos de 
neuroproteção. 
Há ainda, comprovação de efeitos antiinflamatórios do -3 (LAYÉ, 2010; 
KHAN, 2010; REINOLDS; ROCHE, 2010; KUBERA et al., 2010; CALDER, 1998). 
No que se refere aos efeitos antidepressivos, o primeiro estudo de nosso 
laboratório a mostrar comportamento antidepressivo nos animais de laboratório 
envolveu suplementação com óleo de peixe durante a gestação e lactação (através 
das matrizes), tendo sido encontrado aumento da concentração de DHA e EPA no 
leite das matrizes, assim como no hipocampo e córtex frontal dos animais jovens 
(NALIWAIKO et al., 2004). Em outro estudo, foram utilizadas duas janelas temporais 
diferentes. Uma com suplementação de forma indireta na gestação e lactação, ou 
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seja, as fêmeas matrizes eram suplementadas, e os filhotes recebiam o óleo de 
peixe através da placenta, e posteriormente através da amamentação. A outra, de 
forma direta após a lactação, ou seja, os filhotes eram suplementados diretamente 
via oral. Observou-se que o óleo de peixe foi capaz de prevenir o aparecimento de 
comportamento depressivo na vida adulta (FERRAZ et al., 2008). Em outro estudo 
realizado em pacientes parkinsonianos, Da Silva et al. (2008) demonstrou efeito 
antidepressivo do óleo de peixe em comparação ao grupo placebo.  
Embora os mecanismos pelos quais ocorra esse efeito ainda não estejam 
elucidados, há evidências que indicam envolvimento do sistema serotoninérgico e 
noradrenérgico (INNIS, 2000; BORSONELO e GALDUROZ, 2008). Um estudo 
recente de Venna et al. (2009) mostrou associação entre dieta enriquecida com -3 
e alteração desses sistemas através do teste da natação forçada. Porém, ainda 
havia necessidade de demonstrar o mecanismo de ação através do qual o -3 
estaria exercendo esse efeito antidepressivo. Neste sentido, visando uma 
investigação dos mecanismos antidepressivos, um trabalho utilizando para-
clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da síntese de serotonina, demonstrou o 
envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo encontrado, 
particularmente no hipocampo. Além disso, foi detectado acréscimo na expressão de 
BDNF no córtex cerebral e hipocampo dos animais suplementados (VINES et al., 
2012). 
Apesar do teste de natação forçada modificado (utilizado no estudo 
supracitado) ser uma ferramenta válida para indicar um comportamento 
antidepressivo, ele não pode ser considerado um modelo de depressão. Para estudo 
dessa patologia, assim como outras desordens psiquiátricas, os modelos animais 
são uma ferramenta útil e válida, possibilitando estudar as alterações moleculares no 
tecido cerebral (não realizado em humanos), eliminando diversas variações 
ambientais, inferindo uma maior fidedignidade aos resultados encontrados 







1.1.6 Modelos animais de estudo 
 
Em 1969 foram estabelecidos os primeiros critérios amplamente aceitos para 
um modelo animal de depressão, sendo o requisito mínimo proposto: a) semelhança 
no comportamento do animal com sinais observados em pacientes com depressão; 
b) as mudanças comportamentais que ocorrem no animal devem poder ser medidas 
objetivamente; e c) as mudanças de comportamento podem ser revertidas por 
qualquer tratamento que seja terapeuticamente eficaz (WILLNER, 1984; SONG; 
LEONARD, 2005). 
Apesar da incapacidade de serem verificados em ratos sinais como baixo-
astral, anedonia, sentimento de culpa, pensamentos de suicídio, por estes serem 
espécie-específicos (SONG; LEONARD, 2005), a confirmação do estado depressivo 
é feita através de diferentes testes, que avaliam comportamentos relacionados à 
depressão (ZUEGER et al., 2005). Dentre os modelos de depressão mais utilizados 
encontram-se: bulbectomia olfatória, indução por interleucinas 1-β (IL-1β), estresse 
social, derrota social, choque nas patas (SONG; WANG, 2010) e estresse crônico 
mediano (WILLNER, 1997). 
 
 
1.1.7 Bulbectomia olfatória 
 
O modelo da bulbectomia olfatória (OBX) bilateral tem sido amplamente 
utilizado, pois promove alterações comparáveis às vistas em pacientes com 
depressão maior em vários sentidos: comportamentais, neuroendócrinas, 
neurobiológicas e neuroimunológicas (PRIMEAUX; BARNES; BRAY, 2007; ZUEGER 
et al., 2005). As principais alterações são hiperatividade, déficit no aprendizado 
espacial, déficit na memória, aversão condicionada ao paladar, alteração nos 
comportamentos motivados por comida, diminuição da libido, piora no 
comportamento de esquiva, hiper-responsividade ao estresse (SATO et al., 2010; 
HELLWEG et al., 2007; HARKIN; KELLY; LEONARD, 2003; SONG; LEONARD, 
2005; DEUSSING, 2006), ocorrendo normalmente duas semanas após realização do 
procedimento cirúrgico (MUCIGNAT-CARETTA; BUNDÍ; CARETTA, 2006). 
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Há uma lesão retrógrada em todos os sistemas dos quais os bulbos 
recebem e/ou enviam informações (figura 3). 
Foram observadas reduções no número de espinhos dendríticos e de 
sinapses no córtex piriforme, além de redução da densidade dendrítica nas áreas 
CA1, CA3 e giro denteado no hipocampo, além de uma certa quantidade de morte 
neuronal, alterações essas que são também encontradas em pacientes com 
depressão (HARKIN; KELLI; LEONARD, 2003). 
 
 
Figura 3 - Bulbo olfatório e suas conexões. 
Fonte: Principles of Neural Science, 4ed. 
 
 
Nos ratos bulbectomizados, ocorre diminuição da liberação de serotonina, 
noradrenalina e dopamina (SATO et al., 2010; ZUEGER et al., 2005; SONG; 
LEONARD, 2005). Dentre estes neurotransmissores, observa-se uma marcada 
diminuição de serotonina no córtex frontal, a qual gera aumento de transportadores 
e da enzima passo limitante para a formação deste neurotransmissor, a triptofano 
hidroxilase, refletindo uma tentativa de melhorar a função serotoninérgica alterada 
em decorrência da degeneração neuronal induzida pela bulbectomia. Estas 
alterações serotoninérgicas têm sido associadas às alterações comportamentais 
decorrentes da bulbectomia (HARKIN; KELLI; LEONARD, 2003; SONG; LEONARD, 
2005). Há alterações no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, aumento das citocinas 
pró-inflamatórias e fator de necrose tumoral, diminuição da neurogênese 
hipocampal, cortical e da amígdala, e/ou diminuição de seus volumes, e ainda 
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neurodegeneração, podendo ocorrer também alargamento ventricular (SONG; 
WANG, 2010; SONG; ZHANG; MANKU, 2009). Em relação aos níveis de BDNF, 
ainda não há um consenso, com apresentação de estudos em que os níveis estão 
reduzidos após a bulbectomia (HENDRIKSEN et al, 2012) assim como outros 
verificando ocorrência de aumento de BDNF após a realização do procedimento 
cirúrgico (HELLWEG et al, 2007; SOHRABJI; PEPPLES; MARROQUIN, 2000). 
Uma limitação do modelo de bulbectomia é o fato de mimetizar 
particularmente um estado depressivo agitado, ansioso, ao invés de uma depressão 
semelhante à encontrada na fase depressiva bipolar, por exemplo (SONG; 
LEONARD, 2005; DEUSSING, 2006). É também utilizado eficientemente no estudo 
da relação entre inflamação e neurodegeneração, simulando eficientemente estados 





O fato de que a suplementação com -3 durante as fases de gestação e 
lactação tem proporcionado efeitos antidepressivos em indivíduos experimentais na 
fase adulta, mesmo sem suplementação continuada durante este período, 
demonstra que esta é uma fase extremamente apropriada para estudos envolvendo 
efeitos antidepressivos. 
Somando-se a esses fatos, há o conjunto de trabalhos desenvolvidos em 
nosso laboratório que apontam fortemente para um efeito antidepressivo do -3 
apresentar envolvimento com o sistema serotoninérgico. 
No entanto, estes estudos utilizaram o Teste de Natação Forçada 
Modificado, que apesar de ser capaz de demonstrar comportamento depressivo, não 
pode ser considerado um modelo de depressão. 
Tendo em vista a ausência de estudos avaliando o efeito da suplementação 
com -3 em modelos animais de depressão, e que a bulbectomia olfatória é validada 
e amplamente aceita, o objetivo dessa pesquisa foi investigar os efeitos dos ácidos 
graxos -3 em indivíduos adultos, os quais receberam essa substância somente 
durante sua formação e posterior lactação, após terem sido submetidos a um 








3.1 OBJETIVO GERAL 
 
O presente estudo teve por objetivo geral investigar o efeito do DHA e EPA, 
presentes no óleo de peixe, sobre a depressão e memória e sobre alterações 




3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
o Avaliar o efeito do óleo de peixe sobre comportamento depressivo, 
através dos testes de natação forçada modificado, em ratos 
submetidos ou não à depressão pelo modelo da bulbectomia; 
o Avaliar o efeito do óleo de peixe sobre a memória, através do teste de 
reconhecimento de objetos, em ratos submetidos ou não à depressão 
pelo modelo da bulbectomia; 
o Avaliar, através dos testes do labirinto em cruz elevado e campo 
aberto, possíveis implicações comportamentais do citado tratamento 
sobre a emocionalidade e comportamento motor dos animais 
experimentais; 
o Dosar os níveis de serotonina e seu metabólito ácido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) no córtex cerebral e hipocampo de ratos 
suplementados ou não com óleo de peixe, submetidos ou não ao 
modelo de depressão da bulbectomia; 
o Quantificar o Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo (BDNF - Brain 
Derivated Neurotrofic Factor) no hipocampo de animais submetidos ou 
não ao modelo de depressão da bulbectomia; 
o Identificar e quantificar os ácidos graxos presentes no hipocampo de 
animais submetidos ou não à bulbectomia olfatória, através do método 
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1.  Introduction 
 
Animal models of depression have been developed as a way to study the 
neurobiology of this pathology and to test new therapeutic approaches (Nester et al., 
2009). One of these models is the olfactory bulbectomy (Obx) (Song and Leonard 
2005), which mimics behavioral, physiological and neurochemical features of 
depression, such as deficits in learning and memory, reduced food-motivated 
behavior, reduced libido and stress hyperesponsiveness (Harkin 2003; Song and 
Leonard 2005; Deussing 2006; Hellweg, Zueger et al. 2007; Sato, Nakagawasai et 
al. 2010). These changes are usually observed two weeks after the surgery 
(Mucignat-Caretta, Bondi et al. 2006) and are reversed by chronic, but not acute, 
antidepressant treatment (Harkin 2003; Song and Leonard 2005; Song and Wang 
2010). Specifically, Obx produces a progressive degenerative process in limbic areas 
and also produces neurodegeneration in the locus coeruleus and dorsal raphe that 
causes dysfunction of the noradrenergic or serotonergic system, respectively (Harkin 
2003; Canbeyli 2010). Bulbectomized animals show varied behavioral changes 
including impairment of cognitive function and increased locomotor activity and 
exploratory behavior (Harkin 2003; Breuer, Groenink et al. 2007; Sato, Nakagawasai 
et al. 2010). The Obx is widely accepted as a model of depression with many 
similarities to the agitated form of human depression (Harkin 2003). In addition, drugs 
used for the treatment of Alzheimer’s disease alleviate the cognitive impairments 
induced by Obx, so this procedure may also be useful for modeling Alzheimer’s 
disease with depressive symptoms (Borre, Bosman et al. 2012). 
It has been postulated that deficiency of omega-3 polyunsaturated fatty acids 
(ω-3 PUFA), such as eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid 
(DHA), could play a role in the patophysiology of a wide range of psychiatric 
disorders as mood and hyperactivity disorders, Alzheimer’s disease and dementias 
(McNamara and Carlson 2006; Calon and Cole 2007; Borsonelo and Galduroz 2008; 
da Silva, Munhoz et al. 2008; Colangelo, He et al. 2009). Chronic fish oil 
supplementation (rich in DHA and EPA) exclusively during pre- and postnatal 
development decreases behavioral despair in the modified forced swim test (MFST) 
and increases the performance in the water maze of the adult offspring, thus 
suggesting a long-term antidepressant and cognitive-enhancer effect of fish oil 
(Ferraz, Kiss et al. 2008; Ferraz, Delattre et al. 2011). In fact, a similar antidepressant 
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effect induced by fish oil supplementation during pregnancy and lactation  was  
detected in adult rats, possibly related to  a concomitant induction of brain derived 
neurotrophic factor (BDNF) expression and increased cortical and hippocampal 
serotonin neurotransmission (Vines, Delattre et al. 2012). 
Considering the novelty of effects promoted by the fish oil supplementation, 
the present study was devoted to evaluate the antidepressant-like and cognitive-
enhancing properties of ω-3 PUFA supplementation in the Obx depression model. To 
this end, we investigated the effects of fish oil supplementation (from conception to 
weaning) on behavioral impairments induced by Obx in 3-month old rats subjected to 
open field test (OF), modified forced swimming test (MFST), elevated plus maze test 
(EPM) and object location task (OLT).  
After the behavioral tests, the neurochemical a,nalysis was carried out in 102 
day-old offspring in order to quantify hippocampal levels of BDNF, dopamine (DA), 








Male and female Wistar rats were kept under a 12 h light /12 h dark cycle 
(lights on at 07:00 am) in a controlled temperature room (21 ± 2 °C), with food (rat 
chow, Nuvital Nuvilab CR1- Nuvital Nutrientes S/A, Colombo, Paraná, Brazil) and 
water ad libitum. All experiments were approved by the Animal Experimentation 
Ethics Committee of the Universidade Federal do Paraná (# 512) and were 
performed according to the Guide for the Care and Use of Experimental Animals 
(Canadian Council on Animal Care).  
 
 
2.2. Experimental design  
 
For this experiment, 10 week-old virgin female Wistar rats were used as 
matrices to obtain the male offspring for subsequent tests. The female rats were 
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randomly distributed in 2 experimental groups: control group (C, n=20) and fish oil 
supplemented group (FO, n=20). Females of the C group received regular chow diet, 
whereas those of the FO group were fed with the same chow, and a daily 
supplementation of 3.0 g/kg of fish oil containing 12% of EPA and 18% of DHA 
(kindly donated by Laboratório Herbarium Botânico S/A, Colombo, Paraná, Brazil) 
was given orally (through gavage). The fatty acid composition of chow diet was the 
same as that presented in a recent report from our group (Ferraz, Delattre et al. 
2011). The FO group was supplemented during an adaptation period (14 days), 
mating (8 days), pregnancy (21 days) and nursing (21 days). After weaning, 10 pups 
animals (5 from control and 5 from supplemented matrices) were decapitated and 
their hippocampus were removed to perform an lipid profile. The remaining males of 
the offspring were kept in the animal facility, under the same environmental 
conditions as described above, until adulthood (80 days), and was not subjected to 
further supplementation by any means. To avoid intragroup interference, only two 
pups of each matrice were used, being distributed among sham or operated group, 
for both supplemented as for control group. These animals were randomly 
redistributed in another two groups: olfactory bulbectomy (Obx) and sham-operated 
(Sham), making up for four groups: Control (C, n=20), Fish Oil (FO, n=20), Olfactory 
bulbectomy (Obx, n=15) and Olfactory bulbectomy Fish Oil (ObxFO, n=15). All 
groups were assessed for motor, depressive-like, anxiety-like behaviors and memory, 
by means of, respectively, open-field (OF), Modified Forced Swimming Test (MFST), 
Elevated Plus Maze (EPM) and Object Location Task (OLT). After the behavioral 
tests, rats were decapitated and the hippocampuses were dissected, to investigate 
long-term effects of ω-3 PUFA on BDNF, DA e 5-HT content and their metabolites, 





Figura 4 - Time line showing experimental design. The bars are not represented in scale. Obx: 
olfactory bulbectomy; OF: open field; MFST: modified forced swimming test; EPM: elevated plus 






Animals undergoing either olfactory bulbectomy of sham surgery were 
previously anesthetized with Xilazine (60 mg/kg, i.m.; Syntec do Brasil Ltda) and 
Ketamine (4mg/kg, i.m.; Syntec do Brasil Ltda). The Olfactory bulbectomy surgery 
(Obx) was performed by making and 2-cm-rostral-caudal midline incision in the scalp, 
and burrs were drilled into the skull 8mm rostral of bregma and 2mm lateral of 
midline, and also 3,5mm rostral of bregma and 2mm lateral of midline, aiming to 
open a window in the rat skull, to successful access the olfactory bulb (modified from 
(Cairncross, Cox et al. 1978)). These structures were removed by aspiration and the 
skin sutured, whereas sham-operated animals were just sutured, with the olfactory 
bulbs left intact. All animals were placed under a heat lamp until recovery, kept 
isolated for 2 days, and then returned to their home cages. When physical damage in 
the frontal cortex, as well as remaining bulb tissue was observed in the moment of 
decapitation, these animals were excluded. 
 
 
2.4. Open Field Test 
 
The open-field test was performed in a circular arena (1 m diameter) limited by 
a 40 cm-high wall and illuminated by four 60 W lamps (Broadhurst 1960). The 
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arena’s floor was black, with no apparent divisions. The subjects were individually 
placed in the central area, and allowed to freely explore the arena for 5 minutes. 
During this period, the Smart® Junior System (Panlab, Harvard Apparatus, Spain) 
was used to measure the subject’s locomotion behavior, by analyzing distance run 
and velocity, and time spent in each area of the OF (central, middle and periphery). 
The open-field was cleaned with a 5% water-ethanol solution before each behavioral 
testing to eliminate possible bias due to odors left by previous rats. 
 
 
2.5. Modified forced swim test 
 
This test is a modified version of the Porsolt test (Porsolt, Le Pichon et al. 
1977) and was carried out as previously described (Detke, Rickels et al. 1995; Cryan, 
Page et al. 2002). Briefly, rats were placed, individually, in an opaque plastic cylinder 
(diameter 20 cm; height 50 cm) containing water up to 30 cm (24  1ºC); on day 1 the 
rats remained in the cylinder for 15 min (training session) and 24 h later they were 
placed back and tested for 5 min (test session). The test session was video recorded 
via a camera positioned above the cylinder for subsequent analysis. The behaviors 
assessed during the test session were: immobility (when the rat stopped all active 
behaviors and remained floating in the water with minimal movements, with its head 
just above the water), swimming (movements throughout the swim cylinder) and 
climbing (upward directed movements of the forepaws along the cylinder walls). 
During the 5 min session, the predominant behavior within each 5-s interval was 
recorded. The water was changed and the cylinder rinsed with clean water after each 
session. After the training and the test sessions, the animals were dried and placed 
in their home cages. 
 
 
2.6. Elevated plus maze test 
 
The elevated plus maze, a test used to assess anxiety-like and exploratory 
behaviors, consists of two opposite open arms and two opposite closed arms (45 x 
15 cm) connected by a central area (15 x 15 cm), elevated 70 cm above the floor and 
located in an appropriate observation room. The test was performed under dim light 
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conditions. The rat was placed in the central square, and its behavior was observed 
for 5 min. During that time, the number of open- and closed-arm entries was 
measured as well as the time the animal spent in each arm (Pellow, Chopin et al. 
1985). After each animal was tested, the elevated plus maze was cleaned with a 
10% ethanol solution in order to avoid possible interferences caused by the previous 
animal’s odors or residues. 
 
 
2.7. Object Location Task 
 
This test was performed as previously described (Ennaceur, Michalikova et al. 
2005) and consisted of two phases. In the first day, an open box made of PVC (width 
= 80cm; length = 80cm; height = 50cm) was used, and two identical objects were 
placed in the back corners, 10cm away from the sidewall, and the animals placed 
facing away the objects. The subject was allowed to explore the ambient for 3 
minutes, and placed back in its home-cage. After a 15 minute delay, they rat was 
reintroduced in the box, and allowed to explore it for another 3 minutes. This process 
was repeated 5 times (3 min each) with a 15 minute interval between each exposure. 
The second phase, performed 24 h later, consisted of placing the rat in the 
box for 3 min, but after a 15-min interval, one of the objects was placed in a different 
location (diagonally). In this test trial, the frequency and total duration of approaches 
were analyzed. A discrimination index was also considered to evaluate possible 
memory deficits, calculated by the following equation: [(TNP-TOP) / (TNP+TOP) 
*100], where TNP is the time spent in the new position and TOP is the time spent in 
the old position. 
 
 
2.8. Neurochemical quantification 
 
The animals were decapitated and their brains were removed and the 
hippocampus were dissected on a cold surface. The tissue samples were weighed 
individually and homogenized by sonication in 500 mL of extraction solution (0.1 M 
perchloric acid containing 0.4 mM sodium metabissulfite and 0.2 mM 
ethylenediaminetetraacetic acid). The homogenates were centrifuged at 20,000 x g 
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for 10 min, then filtered through 0.22mm membrane and stored at -80 C for further 
analysis. Precipitates were dissolved in 0.1 N NaOH and assayed for protein 
estimation (Bicinchoninic acid method, Pierce Chemical, Rockford, IL). Supernatants 
were submitted to fast isocratic separation through a C18 HPLC reversed-phase 
column system (Spheri-5, C18, ODS, 5 mm, 25 cm, 4.6 mm column; linked to a New-
Guard Cartridge Column, RP-18,7 mm pre-column; Perkin Elmer Brownlee Columns, 
Shelton, CT) and electrochemically detected using an amperometric detector (L-
ECD-6A, Shimadzu, Japan), by oxidation on glass carbon electrode at +850 mV in 
relation to an Ag-AgCl reference electrode (Machado, Tufik et al. 2008). The mobile 
phase consisted of 0.163 M citric acid, 0.06 M sodium phosphate dibasic anhydrous, 
0.69 mM octyl sodium sulfate, 12 mM ethylenediaminetetraacetic acid, acetonitrile 
4%, tetrahydrofuran 1.7% and orthophosphoric acid sufficient to bring the pH to 2.85, 
diluted in double distilled water. The mobile phase was filtered through a 0.2 mm filter 
membrane, degassed under vacuum and delivered at a flow rate of 1.2 mL/min 
(HITACHI Pump System L-7100). Each sample was analyzed in duplicate for 
concentrations of dopamine (DA), serotonin (5-HT) and their non-conjugated 
metabolites 3,4-dihydroxyphenilacetic acid (DOPAC), homovanilic acid (HVA) and 5-
hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA). The recovery of the analytes was determined by 
adding a fixed concentration of internal standard DHBA (dihydroxybenzylamine) 
before tissue homogenization. An automatic injector (HITACHI L-7250, cut injection 
method) was utilized to improve the reproducibility of injections.  All standards and 
salts were purchased from Sigma (USA) and the solvents (HPLC grade) were 
purchased from J.T. Baker (USA).  
 
 
2.9. BDNF Immunoassay 
 
Quantification of endogenous BDNF was performed with a two-site enzyme-
linked immunosorbent assay using the method of BDNF extraction from rat brain 
tissue described by Elfving and co-workers (Elfving, Plougmann et al. 2010).  For this 
parameter, animals from each experimental group were killed by decapitation and the 
hippocampus was rapidly dissected, placed on dry ice and stored at -80°C. Prior to 
analysis, the initial tissue homogenization (volume 1:10 w/v) with lysis buffer 
containing 100 mM Tris-HCl (pH 7.2), 400mM NaCl, 4mM ethylenediaminetetraacetic 
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acid, 0.05% sodium azide, 0.5% gelatin, 0.2% Triton X 100, 2% BSA, 1mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1mM N-ethyl-maleimide and 2,5mM Phenantroline was 
performed by short sonication pulses for 15 s. After 40 min on ice the homogenates 
were centrifuged (11,000 x g, 20 min, 4ºC) and the supernatant was collected. 
Dilutions of hippocampus (1:12) extracts were used for the analysis of BDNF 
concentration (Elfving, Plougmann et al. 2010) that was measured using the 
Promega BDNF Emax Immunoassay System (Promega Co., Madison, WY, USA) 
according to the manufacturer's instructions. Briefly, 96 wells polystyrene plates were 
coated with anti-BDNF monoclonal antibody (mAb) in carbonate buffer pH 9.2 
overnight at 4°C. Unadsorbed mAbs were washed with phosphate buffer saline 
containing 0.05% Tween 20 (PBST) and plates were blocked with Promega Block 
and Sample Buffer for 1h at room temperature. Next, 100µl of each sample were 
added in triplicate and plates were incubated for 2h at room temperature. After 
extensive washing with PBST, anti-human BDNF polyclonal antibody   was added 
and further incubated for 2h at room temperature (RT). Finally, unbound antibodies 
were removed by washing with PBST and anti-IgY horseradish peroxidase conjugate 
was added for 1h at RT. Reaction was developed using TMB One Solution and 
stopped with 1 M HCl. Absorbance was measured at 450nm. 
 
 
2.10. Lipid Profile 
 
Total lipids were extracted with a chloroform-methanol-water mixture (Bligh 
and Dyer, 1959). Total lipid transesterification was performed according to Joseph 
and Ackman (1992). Twenty five mg (± 0.1 mg) oil were weighed and added to 1.5 
mL of 0.50 mol of NaOH / L methanol. The mixture was heated in a 100°C bath for 5 
min and then cooled to RT. Two ml of a solution of boron trifluoride (BF3) 12% in 
methanol were added and heated again in a 100°C bath for 30 min. Then, the tube 
was cooled in flowing water at RT and 1 ml of isooctane was added. After vigorous 
stirring for 30 s, 5.0 mL of saturated sodium chloride were added. The esterified 
sample was allowed to stand for better phase separation. After collection of the 
supernatant, 1.0 ml of iso-octane was added to the tube, stirred, collected and added 
to the previous fraction. The sample was concentrated to a final volume of 1.0 ml for 
subsequent injection into the gas chromatograph. 
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The fatty acids esters were separated by gas chromatography Thermo (Ultra 
Trace 3300), equipped with a flame ionization detector and capillary column of fused 
silica CP - 7420 (Select FAME 100 m long, 0.25 mm diameter and 0.25 mm in inner 
cyanopropyl). H2 flow (carrier gas) was 1.2 mL / min, 30 mL of min N2 (make up) and 
35 to 300 mL / min for the H2 and synthetic air to the flame detector. The injected 
volume was approximately 2.0 μL, using sample splitting 1:80, with the injector and 
detector temperatures of 220 to 230°C respectively, while the column 165°C for 18 
min and increased to 235°C with 4°C/min rate, maintained for 14.5 min. The 
percentages were determined by Integration of peak areas by Chronquest Software 
version 5.0. The labels were performed using the criterion of comparison of retention 
time of methyl esters of standards from Sigma (USA) with the sample and through 
co-dilution standards of known composition. 
 
 
2.11. Statistical analysis 
 
 Differences among groups in the behavioral and biochemical tests were 
analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) – with supplementation as the 
between-subjects factor and Olfactory Bulbectomy as the within-subjects factor - 
followed by Duncan’s test or Student’s t test. The results are reported as mean ± 
S.E.M. Differences were considered statistically significant when p ≤ 0.05. 
 
 
3.  Results  
 
3.1.1 Open Field Test 
 
 Figure 2 shows total distance (A), peripheral distance (B), central distance (C), 
time in periphery (D) and velocity (E). Two way ANOVA showed a main effect of 
condition in total distance [F(1,66) = 5.47; p≤0.02], peripheral distance [F(1,66) = 
8.35; p≤0.005], time spent in periphery [F(1,66) = 4.85; p≤0.03], and velocity [F(1,66) 
= 4.93; p≤0.03], as well as an interaction between treatment and condition [F(1,66) = 
6.56; p≤0.01], [F(1,66) = 8.45; p≤0.004], [F(1,66) = 7.73; p≤0.007] and [F(1,66) = 
4.02; p≤0.04], respectively. Nevertheless, there was no effect of fish oil 
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supplementation in total distance [F(1,66) = 0.24; p=0.62], peripheral distance 
[F(1,66) = 1.61; p=0.21], , time in periphery [F(1,66) = 0.93; p=0.34] and velocity 
[F(1,66) = 1.24; p=0.27]. Regarding to central distance there was no effect in 
treatment [F(1,66) = 2.14; p=0.15], condition [F(1,66) = 1.69; p=0.19] or interaction 
between these two factors [F(1,66) = 0.91; p=0.34]. 
Post hoc test indicated that Obx induced an increase in all four parameters 
compared to C and ObxFO groups (p’s≤0.02). 
 
Figura 5 - Open Field Test. (A) Total distance; (B) Peripheral distance; (C) Central distance; (D) 
Time in periphery and (E) Velocity. Control (C) n = 20; Fish Oil (FO) n = 20; Bulbectomized (Obx) n 
= 15; Bulbectomized Fish Oil (ObxFO) n = 15; Two-way ANOVA folled by Duncan’s post hoc test. 
Values are expressed as mean ±S.E.M. *p≤0.02 comparing Obx with C and ObxFO groups. 
 
 
3.1.2. Modified Forced Swim Test 
 
 In this test we analyzed three parameters: immobility, swimming and climbing 
(Fig. 3). Regarding immobility, there was no effect of condition [F(1,66) = 2.41; 
p=0.12], but  there was a significant effect of treatment [F(1,66) = 47.05; p≤0.0001] 
and an interaction between these two factors [F(1,66) = 9.95; p≤0.002]. Post hoc test 
showed that Obx group increased the immobility frequency compared to control and 
ObxFO groups (p≤0.01). FO supplementation reduced the frequency of this behavior 





Figura 6 - Results of Modified Forced Swim Test. (A) Immobility, (B) Swimming and (C) 
Climbing. Control (C) n = 20; Fish Oil (FO) n = 20; Bulbectomized (Obx) n = 15; Bulbectomized Fish 
Oil (ObxFO) n = 15; Two-way ANOVA followed by Duncan’s post hoc test. Values are expressed as 
mean ±S.E.M. (A) *p<0.01 comparing FO with C group. 
#
p<0.0001 comparing ObxFO with Obx and C 
groups; (B) *p<0.006 comparing FO with C group. 
#




As for swimming (Fig. 3B), there was no effect of olfactory bulbectomy [F(1,66) 
= 1.90; p=0.17]. A main effect of treatment [F(1,66) = 56.97; p≤0.0001] as well as the 
interaction between treatment and condition [F(1,66) = 12.19; p≤0.001] was detected. 
Post hoc test showed that Obx rats swam less than the other groups(p≤0.001) and 
that FO increased the frequency of this behavior compared to the non- supplemented 
groups  (p≤0.001). There were no effects of treatment, bulbectomy or interaction 
between factors on climbing behavior [F(1,66) = 3.49; p=0.07; F(1,66) = 0.17; 
p=0.68; F(1,66) = 0.006; p=0.94], respectively. 
 
 
3.1.3 Elevated Plus Maze Test 
 
 The results of the elevated plus maze are depicted in figure 4.   Main effects of 
treatment [F(1,66) = 16.27; p≤0.0001], condition [F(1,66) = 7.51; p≤0.007] and 
interaction between these factors [F(1,66) = 4.36; p≤0.04] were detected in the 
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percentage of time spent into open arms (Fig. 4A), as well as in the percentage of 
time spent into closed arms [F(1,66) = 35.57; p≤0.0001],  [F(1,66) = 21.52; p≤0.0002] 
and   [F(1,66) = 14.78; p≤0.0002], respectively (Fig. 4B). Post hoc comparisons 
showed that Obx group exhibited more anxiety-like behaviors than C and ObxFO 
groups, spending less time in the open arms (p≤0.001) and more in the closed arms 
(p≤0.0001).  
 
Figura 7 -  Results of Elevated Plus Maze Test. (A) Time in open arms; (B) Time in closed arms. 
Control (C) n = 20; Fish Oil (FO) n = 20; Bulbectomized (Obx) n = 15; Bulbectomized Fish Oil (ObxFO) 
n = 15; Two-way ANOVA followed by Duncan’s post hoc test. Values are expressed as mean ±S.E.M. 





3.1.4 Object Location Test 
 
 Analysis of exploration time (Fig. 5A) showed a main effect of condition 
[F(1,136) = 16.99; p≤0.0001], but there was no effect of treatment [F(1,136) = 1.64; 
p=0.20] or interaction between the factors [F(1,136) = 0.01; p=0.91].  Post hoc 
comparisons showed that C (p≤0.001), FO (p≤0.02) and ObxFO groups (p≤0.02) 
spent more time exploring the object in the new than in the old position. Obx group 
showed no differences in exploration between the two positions (p=0.10). 
 In regard to frequency of exploration (Fig. 5B), there was a main effect of 
condition [F(1,136) = 7.37; p≤0.007] and an interaction between condition and 
treatment [F(1,136) = 6.34; p≤0.01], but no effect of treatment [F(1,136) = 0.026; 
p=0.87]. Post hoc analysis indicated that C (p≤0.001) and FO groups (p≤0.02) 
presented higher of exploring frequency of the object in the new than in the old 
position. Obx groups explored the objects located in new and old positions in a 
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similar way. Considering only the exploration frequency in the object placed in the 
new position, the Obx group exhibited a lower exploration frequency than the ObxFO 
group (p≤0.002). 
 
Figura 8 - – Object Location Test. (A) time in objects, (B) Frequency in objects and (C) 
Discrimination Index. Control (C) n = 20; Fish Oil (FO) n = 20; Bulbectomized (Obx) n = 15; 
Bulbectomized Fish Oil (ObxFO) n = 15; Two-way ANOVA followed by Student’s t test. Values are 





p<0.02) and ObxFO group (
c
p<0.02). (B) Comparing exploration frequency in the New 
Position versus Old Position for C group (
a
p<0.02) and FO group (
b
p<0.04).Comparing ObxFO group 
in new position versus Obx group in new position (
d
p<0.002) (C) comparing Obx with C group 




Regarding the discrimination index (Fig. 5C), there was no effect of treatment 
[F(1,66) = 3.14; p=0.08] or condition [F(1,66) = 2.04; p=0.15], but there was an effect 
of the interaction between these factors [F(1,66) = 4.69; p≤0.03]. Post hoc analysis 




3.2.1 BDNF quantification 
 
 The BDNF results are depicted in figure 6. There was a treatment effect 
[F(1,19) = 14.49; p≤0,001], but no condition effect [F(1,19) = 3.56; p=0.07] or 
interaction [F(1,19) = 0.30; p=0.59]. Post hoc analysis showed an increase of this 
neurotrophin in FO group compared to C group (p≤0.02). Also in the ObxFO group 
the BDNF level is increased compared to Obx group (p≤0.03). 
 
Figura 9 - BDNF quantification. Measurement of BDNF concentration (ng/mg) in the 
hippocampus. Control (C) n = 6; Fish Oil (FO) n = 6; Bulbectomized (Obx) n = 5; Bulbectomized Fish 
Oil (ObxFO) n = 6; Two-way ANOVA followed by Student’s t test. Values are expressed as mean 
±S.E.M. *p<0.02 comparing with Control group; 
#
p<0.03 comparing with Obx group. 
 
 
3.2.2 Neurochemical data 
 
Figures 7 A and C show hippocampal levels and figures 7 B and D show the 
turnover ratio of serotonin and dopamine of adult animals.  Two-way ANOVA revealed 
main effects of treatment [F(1,33) = 13.83; p≤0.001] and condition [F(1,33) = 12.77; 
p=0≤0.001]  but no  interaction [F(1,33) = 1.54; p=0.86] on 5-HT hippocampal content. 
Student’s t test showed that FO group increased 5-HT (53.2%; p<0.02) when 
42 
 
compared to Control group, while Obx group presented significant lower levels of this 
neurotransmitter when compared to Control group (56.35%; p<0.01). The ObxFO 
group increased serotonin levels compared to Obx group (42.7%; p<0.003) 
preventing this monoamine decrease.  
 
Figura 10 - Hippocampal neurochemical data. (A) 5-HT and 5-HIAA; (B) respective turnover 
ratio; (C) DA and DOPAC; (D) respective turnover ratio. Control (C) n = 9; Fish Oil (FO) n = 9; 
Bulbectomized (Obx) n = 10; Bulbectomized Fish Oil (ObxFO) n = 10; Two-way ANOVA followed by 
Student’s t test. Values are expressed as mean ±S.E.M. (A) *p≤0.02 comparing with Control group; 
#




 A main effect of condition [F(1,33) = 4.4; p≤0.04] but not of treatment  [F(1,33) 
= 2.44; p=0.12] or interaction [F(1,33) = 0.77; p=0.38] was detected in DA content. 
After Student’s t test, no differences were observed. The DOPAC levels were not 
affected by fish oil supplementation [F(1,33) = 0.72; p=0.40], Obx [F(1,33) = 1.15; 
p=0.29] or interaction [F(1,33) = 1.50; p=0.23]. 
However, 5-HIAA concentrations were influenced by Obx [F(1,33) = 6.13; 
p≤0.01] and interaction [F(1,33) = 5.44; p≤0.02], but not by fish oil supplementation 
[F(1,33) = 0.46; p=0.50]. After Student’s t test, Obx group presented decreased levels 
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(p<0.02) when compared to Control group. Nevertheless, the ObxFO presented higher 
levels of this monoamine metabolite (p<0.03) compared to Obx group. 
Considering 5-HT turnover, the two-way ANOVA showed effect of fish oil 
supplementation [F(1,33) =8.94; p≤0.005] and interaction [F(1,33) = 5.78; p≤0.02], but 
no effect of OBX [F(1,33) = 0.01; p=0.90]. After post hoc Student’s t test, data showed 
that both FO and Obx groups showed smaller turnover ratios compared to Control 
group (p<0.001 and p<0.03), respectively. 
Analyzing DA turnover, the results pointed out a fish oil effect [F(1,33) = 5.56; 
p≤0.02] but no Obx [F(1,33) = 0.04; p=0.85] or interaction [F(1,33) = 0.07; p=0.79] 
effect. Student’s t test showed no significant differences. 
 
 
3.2.3 Lipid Profile 
 
 The lipid profile evaluation of hippocampus membranes of 21 day-old 
animals are depicted in Table 1, and the evaluation of adult animals in Table 2. In the 
21 day-old animals, Student’s t test showed that no effect of fish oil supplementation 
was observed regarding EPA (t = 1.222, df = 8, p=0.29), but concerning DHA that 
effect was observed (t = 2.928, df = 8, p<0.02). 
 







Myristic (14:0) 0.48 ± 0.09 0.31 ± 0.014 
 Palmitic (16:0) 26.22 ± 2.71 23.61 ± 0.14 
7-hexadecenoic (16:1n-9) 0.26 ± 0.05 0.26 ± 0.02 
Margaric (17:0) 1.78 ± 0.25 2.14 ± 0.03 
Estearic (18:0) 24.39 ± 3.91 20.35 ± 0.15 
Oleic (18:1n-9) 11.53 ± 1.70 13.11 ± 0.22 
Vacenic (18:1n-7) 2.52 ± 0.46 2.94 ± 0.05 
Linoleic (18:2n-6) 1.78 ± 0.61 0.97 ± 0.03 
Eicosanoic (20:0) 0.43 ± 0.13 0.15 ± 0.03 
Aracdonic (20:4n-6) 12.92 ± 1.95 14.92 ± 0.31 
EPA (20:5n-3) 0.62 ± 0.5 0.07 ± 0.01 
DHA (22:6n-3) 11.71 ± 1.92 17.5 ± 0.32 b 
 




CONTROL GROUP (p<0.001); 
b















Pentadecaenoic (15:0) 2.44±0.05 2.55±0.10 2.43±0.13 2.45±0.06 
Palmitic (15:0) 25.05±0.17 24.68±0.14 25.23±0.26a 25.42±0.05a 
7-hexadecenoic (16:1n-9) 3.93±0.09 3.96±0.10 3.84±0.19 3.98±0.05 
Palmitoleic (16:1n-7) 1.13±0.05 1.23±0.09 1.14±0.04 1.20±0.06 
8-heptadecenoic (17:1n-9) 0.88±0.03 0.94±0.05 0.91±0.04 0.94±0.04 
Estearic (18:0) 24.07±0.19 24.48±0.31 24.37±0.17 24.03±0,29 
Oleic (18:1n-9) 19.34±0.26 19.11±0.28 19.85±0.45 18.78±0.34 
Vacenic (18:1n-7) 3.32±0.07 3.50±0.05b 3.15±0.11 3.46±0.08b 
Linoleic (18:2n-6) 14.55±0.16 14.32±0.36 13.97±0.21 14.43±0.25 
Aracdonic (20:4n-6) 3.58±0.15 3.60±0.19 3.42±0.17 3.56±0,13 
EPA (20:5n-3) 0.93±0.08 0.84±0.09 0.9±0.11 0.95±0.11 
DHA (22:6n-3) 0.78±0.01 0.78±0.01 0.78±0.01 0.78±0.01 
 
VALUES ARE EXPRESSED AS MEAN ± SEM. TWO-WAY ANOVA FOLLOWED BY DUNCAN’S POST 
HOC TEST. 
a
: DIFFERENT FROM FISH OIL GROUP (p<0.04). 
b:
 DIFFERENT FROM OBX GROUP 
(p<0.01). 
 
 The results of adult animals showed that there was no influence of fish oil 
supplementation [F(1,19) = 0.04; p=0.83], Obx [F(1,19) = 0.13; p=0.72] or interaction 
[F(1,19) = 0.53; p=0.47] regarding EPA. Exactly the same occurred when DHA was 
analyzed, with no effect of fish oil [F(1,19) = 0.1; p=0.73], Obx [F(1,19) = 0.0; p=1.0] 
or even interaction [F(1,19) = 0.1; p=0.73]. 
 
 
4. Discussion  
 
The present study examined the impact of fish oil supplementation during pre- 
and postnatal brain developmental periods in attenuating or even preventing the 
occurrence of depressive- and anxiety-like behaviors and cognitive dysfunctions in 
rats subjected to Obx depression model.  
Previous studies have shown that olfactory bulbectomy induces hyperactivity 
in the open-field test (Cryan, Markou et al. 2002; Harkin 2003; Song and Leonard 
2005; Zueger, Urani et al. 2005; Breuer, Groenink et al. 2007; Kelly, Wrynn et al. 
2007; Wang, Qi et al. 2010) and increased anxiety-like behavior (Harkin 2003; Song 
and Leonard 2005; Wang, Noda et al. 2007), being this last alteration reversed by 
anxiolytic drugs (Wieronska and Papp 2001). In the present study, we observed that 
Obx induced hyperactivity and was anxiogenic, since the Obx group spent less time 
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in the open arms and more time in the closed arms of the EPM. Besides that, in the 
OF test the Obx group walked a greater distance in the peripheric zone than the 
center zone of the apparatus.  All these data corroborating the abovementioned 
studies. 
Interestingly, there was no effect of fish oil per se on hyperactivity or anxiety-
like behavior. The supplemention rather prevented the motor alterations induced by 
Obx, as ObxFO group no longer differed from C and FO groups. These results are in 
agreement with previous studies from our group, using supplementation during 
pregnancy and lactation or post-weaning phases (Naliwaiko, Araujo et al. 2004; 
Ferraz, Kiss et al. 2008; Ferraz, Delattre et al. 2011; Vines, Delattre et al. 2012).  
Concerning the MFST, the results showed that fish oil had an antidepressant 
effect even in sham-operated rats, since supplemented offspring displayed less 
depressive-like behaviors, reflected by decreased immobility and increased 
swimming frequencies. Bulbectomized rats, on the other hand, exhibited the 
expected depressive-like behavior, which was prevented by the FO supplementation.  
The antidepressant effect of fish oil has been attributed to its hippocampal 
BDNF and 5-HT content increasing properties (Venna, Deplanque et al. 2009; Vines, 
Delattre et al. 2012). In fact, the neurochemical data showed that hippocampal levels 
of 5-HT and 5-HIAA, but not of DA, DOPAC, nor 5-HT- or DA turnovers, were 
decreased by OBX. The reduction in 5-HT levels in Obx rats is in line with previous 
studies (Jancsar and Leonard 1984; Redmont, Kelly et al. 1997; van der Stelt, Breuer 
et al. 2005; Moriguchi, Han et al. 2006; Song and Wang 2010). The lack of Obx effect 
on DA hippocampal content as reported by Van der Stelt et al., 2005 corroborates 
our findings. Importantly, fish oil supplementation in Obx rats maintained 
hippocampal 5-HT levels elevated, since they were indistinguishable from sham-
operated supplemented rats. In a previous work (Vines et al., 2012) it was shown that 
the antidepressant effect of fish oil supplementation was due to an increased 5-HT 
neurotransmission, because administration of WAY 100135, a 5-HT1A receptor 
antagonist, blocked the effect of fish oil in the modified forced swim test.  Evidence 
that this may indeed be the case in our results comes from findings of reversal of 
Obx-induced serotonergic deficiency by chronic treatment with antidepressants 
(Harkin 2003).  
Decreased levels of neurotrophic factors, most notably BDNF, are usually 
found in depressed patients, which is in agreement with the molecular hypothesis of 
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depression (Duman, Heninger et al. 1997; Karege, Perret et al. 2002; Karege, 
Bondolfi et al. 2005; Piccinni, Marazziti et al. 2008; Wang, Dranovsky et al. 2008; 
Kurita, Nishino et al. 2012; Oral, Canpolat et al. 2012). Moreover, BDNF levels in the 
hippocampus and prefrontal cortex are significantly reduced in suicide victims 
compared with non-suicide controls supporting this hypothesis (Karege, Vaudan et 
al. 2005). Reduced hippocampal levels of BDNF in Obx animals adds further 
evidence to BDNF deficit hypothesis of depression and corroborates the results of a 
recent study by Hendriksen and co-workers (Hendriksen, Meulendijks et al. 2012) 
showing a significant  reduction of 15% in the hippocampal BNDF levels in Obx rats. 
Corroborating these studies our data showed decreased levels of this neurotrophin in 
Obx group, but when the animals were previously supplemented this Obx effect was 
not seen.  Interestingly, fish oil supplementation alone increased BDNF levels, 
replicating previous findings from our group (Vines, Delattre et al. 2012).  
The link between 5-HT and BDNF expression or function has been 
established, as BDNF promotes the development, survival and plasticity of 
serotonergic neurons during hippocampal development and adulthood, and this may 
be related to its role in depression (Yu and Chen 2011). Considering the present 
results, we suggest that fish oil supplementation induced, primarily,  the increase of 
hippocampal BDNF expression, which mediates cell survival, growth and plasticity  
(Martinowich and Lu 2008). Elevated levels of BDNF, in turn, would increase 5-HT 
content, whilst reducing hippocampal 5-HIAA, as seen in the fish oil-supplemented 
group, probably by preventing the degradation of 5-HT in neurons of this area. In 
other hand, serotonin acts on 5-HT1A autoreceptors, causing up-regulation of BDNF, 
via activation of trkB (a tyrosine-related kinase B receptor, that activates several 
others neurotrophins)  promoting serotonergic phenotype-specific markers (Galter 
and Unsicker 2000). 
 By using the object location task we showed memory impairment in the Obx 
rats, indicating that Obx model caused spatial memory impairment, which requires 
hippocampal integrity (Song and Leonard 2005; Ostrovskaya, Gruden et al. 2007).   
Despite the known cognition enhancer effect of ω-3 PUFA (Asl, Sheikhzade et al. 
2008; Gomez-Pinilla 2008; Wu, Yinga et al. 2008; Song, Zhang et al. 2009; Venna, 
Deplanque et al. 2009; Su 2010; Ferraz, Delattre et al. 2011), there was no 
remarkable changes in sham-operated rats, however, we observed a maintenance of 
the cognitive function in the ObxFO group.  The negative discrimination index 
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exhibited by Obx rats supports the idea that fish oil prevented the impairing effects of 
Obx on spatial memory.  
 A recent report by Song and co-workers (Song, Zhang et al. 2009) showed 
that 7 weeks of EPA administration to Obx animals was efficient in improving memory 
in the water maze test. According to the authors EPA, may improve depression and 
memory impairment via its anti-inflammatory effect, by reducing prostaglandin E2 
(PGE2) and interleukin-1β (IL-1β) levels, and its neuroprotective mechanisms, 
including augmented levels of nerve grow factor (NGF) and normalization of 
neurotransmitters levels. In our study the animals were supplemented with 3.0 g/kg 
of fish oil containing 12% of EPA and 18% of DHA for approximately 2 months, thus 
we attribute the beneficial effects  to both ω-3 PUFAs. Importantly, DHA is the ω-3 
fatty acid most inserted in neuronal membranes and has been shown to possess a 
potential effect in increasing BDNF expression in hippocampus (Gomez-Pinilla 2008; 
Venna, Deplanque et al. 2009).  
Through lipid analysis of neuronal membranes, we have showed in this study 
that chronic fish oil supplementation (rich in DHA and EPA) ingestion during 
pregnancy and lactation periods was able to alter lipid concentration in the 
hippocampus of 21 day-old animals increasing DHA concentration in this structure. 
Nevertheless, the hippocampal lipid analysis in 102 days-old animals submitted to 
the same supplementation protocol did not revealed significant differences related to 
DHA or EPA contents among the experimental groups.   
As the animals were maintained without supplementation for a long period 
(from the end of lactation up to 102 days), we believe that the DHA incorporated to 
membranes was degraded. Interestingly, the supplementation with FO during this 
important phase of central nervous system development was able in preventing the 
behavioral deficits induced by OBX model in adult rats. These data are in agreement 
with our recent study that reported a decreased behavioral despair in the MFST of 
the adult offspring which were supplemented using the same protocol, suggesting a 
long-term antidepressant effect of fish oil (Vines et al., 2012).  
Taken together, the current results suggest that fish oil supplementation during 
pre- and postnatal brain developmental periods attenuated and even prevented 
anxiety-, depressive-like behaviors and cognitive dysfunctions in rats subjected to 
Obx depression model. These results may be explained by increased levels of BDNF 
and 5-HT in the hippocampus. Considering the key role of BDNF in promoting 
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neuronal survival and enhanced long-term plasticity in the hippocampus, the present 
study demonstrated that increased hippocampal BDNF expression counteracted the 





 The present findings confirm the antidepressant effects of ω-3 PUFA 
supplementation, likely related to increased hippocampal serotonergic 
neurotransmission. As suggested in a previous study, fish oil seems to mediate a 
reciprocal involvement of activated serotonergic system and increased hippocampal 
BDNF expression, which, in turn, appears to counteract the memory deficits induced 
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 Esse estudo examinou o impacto da suplementação com óleo de peixe 
durante fases pré e pós-natais de desenvolvimento encefálico em atenuar ou mesmo 
prevenir a ocorrência de comportamento depressivo, ansiedade e disfunções 
cognitivas em ratos submetidos ao modelo de depressão da bulbectomia olfatória 
(OBX). 
Os resultados do campo aberto mostram, como esperado, que o grupo 
bulbectomizado apresentou aumento nos parâmetros: distância na periferia, tempo 
na periferia, distância total e velocidade. Esse fato é amplamente conhecido 
(BREUER et al., 2007; CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002; KELLY et al., 2007; SONG; 
LEONARD, 2005; WANG et al., 2010; ZUEGER et al., 2005) e a presença desse 
comportamento garante uma cirurgia bem sucedida. É importante ressaltar que a 
hiperatividade observada nesse modelo de depressão não é devido à anosmia, e 
sim às lesões retrógradas em todas as áreas com as quais os bulbos olfatórios têm 
ligação, devido ao rompimento das conexões neurais. Esse fato foi comprovado 
através da indução de anosmia por sulfato de zinco, o qual foi borrifado na cavidade 
nasal de ratos, e estes não apresentaram as alterações típicas do modelo da 
bulbectomia (SONG; LEONARD, 2005). 
Além da hiperatividade, aumento na ansiedade é observado nos animais 
bulbectomizados (HARKIN; KELLY, LEONARD, 2003; SONG; LEONARD, 2005; 
WANG et al., 2007). Em nosso estudo, durante o labirinto em cruz elevado, os 
animais do grupo Obx permaneceram aproximadamente 68% do tempo de teste nos 
braços fechados, enquanto nos animais dos demais grupos essa porcentagem foi, 
em média, 40%. Esse comportamento ansioso também corrobora o efeito da 
cirurgia, ao passo que o fato de o grupo ObxFO ter apresentado valores 
semelhantes aos controles mostra que o óleo de peixe diminuiu a ansiedade desses 
animais. Essa melhora também foi encontrada por Wieronska e Papp (2001) que, 
através de medicamentos ansiolíticos, observaram diminuição do tempo de 
permanência nos braços fechados em animais bulbectomizados. 
Com respeito à suplementação, não houve efeito do óleo de peixe per se 
tanto promoção de efeitos motores no campo aberto, como de efeitos ansiolíticos no 
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labirinto em cruz elevado. Esses dados corroboram estudos prévios de nosso 
laboratório, que utilizaram tanto suplementação na mesma janela temporal utilizada 
nesse estudo, quanto durante todo o período de vida (NALIWAIKO et al., 2004; 
FERRAZ et al., 2008; FERRAZ et al., 2011; VINES et al., 2012). 
Por outro lado, o óleo de peixe foi capaz de prevenir os sintomas induzidos 
pela OBX nesses dois testes, demonstrado pelos resultados do grupo ObxFO, que 
tiveram valores semelhantes aos grupos Controle (C) e Óleo de peixe (FO). 
Quanto ao teste de Natação Forçada Modificado, os resultados obtidos 
demonstraram que a prole das fêmeas submetidas à suplementação apresentou 
menos comportamento depressivo, refletido pelas freqüências diminuídas de 
imobilidade e aumentadas de natação. O grupo Obx apresentou aumento da 
imobilidade, como esperando, sendo que este comportamento foi revertido pela 
suplementação com óleo de peixe no grupo ObxFO, que apresentou níveis 
semelhantes ao grupo suplementado (FO). Esse papel antidepressivo do óleo de 
peixe vem sendo atribuído aos seus efeitos em aumentar os níveis tanto de BDNF 
quanto de serotonina no hipocampo de ratos adultos (VENNA et al., 2009; VINES et 
al., 2012). Portanto, decidimos investigar o efeito do óleo de peixe em restaurar 
possíveis alterações neuroquímicas induzidas pelo modelo de depressão da 
bulbectomia olfatória. 
Nossos dados neuroquímicos apontam diminuição de serotonina e seu 
metabólito (5-HIAA) após a bulbectomia, porém não de dopamina, seu metabólito 
(DOPAC) ou mesmo nos taxa de renovação de serotonina ou dopamina. O 
decréscimo de serotonina após a bulbectomia encontrado em nosso estudo está de 
acordo com outros autores, que também encontraram níveis diminuídos dessa 
monoamina (JANCSAR; LEONARD, 1984; SONG; WANG, 2010; REDMONT et al., 
1997; MORIGUCHI et al., 2006; VAN DER STELT et al., 2005). 
Com relação à dopamina, foi estudado por Sato e colaboradores (2010) 
alterações no comportamento maternal após realização da bulbectomia, tendo seus 
resultados mostrado que alterações ocorridas no sistema dopaminérgico como um 
todo contribuíram para as modificações comportamentais encontradas nas fêmeas 
em questão. Ainda, Song and Wang (2010) encontraram diminuição nos níveis de 
dopamina, dados estes que não fomos capazes de reproduzir. Uma possível 
explicação para os diferentes resultados encontrados após a bulbectomia pode estar 
relacionada aos distintos ensaios metodológicos ou às diferentes áreas cerebrais 
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abordadas. Como a bulbectomia provoca alterações em uma gama muito grande de 
regiões, diferentes áreas podem ser abordadas em cada estudo, sendo mais 
comuns o hipocampo e córtex pré-frontal, mas também foram analisados amígdala, 
estriado, hipotálamo, giro denteado, substância negra, etc. Em dois estudos 
autoradiográficos (SATO et al., 2008; SATO; SKELIN; DIKSIC, 2010) foram 
acessadas áreas bem específicas tanto do sistema límbico quando do córtex e 
núcleos da rafe, porém numa investigação de receptores serotoninérgicos. Como as 
tarefas de memória espacial estão intimamente relacionadas com hipocampo e 
hipotálamo (SHU et al., 2003), e um teste de memória espacial também foi realizado 
em nosso experimento, nosso alvo de análise foi o hipocampo. Após a 
suplementação com óleo de peixe, os níveis hipocampais de serotonina se 
mostraram aumentados, seu metabólico diminuiu, assim como também diminuiu sua 
taxa de renovação, porém sem afetar a neurotransmissão dopaminérgica. 
Este efeito antidepressivo, devido principalmente ao sistema serotoninérgico 
na prole adulta suplementada, indica uma influência duradoura do óleo de peixe, que 
corroborou estudo anterior de nosso laboratório (VINES et al., 2012). Assim, o óleo 
de peixe foi capaz de prevenir os déficits na neurotransmissão serotoninérgica. Uma 
vez que o tratamento crônico com drogas antidepressivas reverte os déficits 
induzidos pelo modelo da bulbectomia olfatória (HARKIN; KELLY; LEONARD, 2003), 
podemos especular que o óleo de peixe exibe um efeito antidepressivo, 
normalizando alterações neuroquímicas que se assemelham às deficiências 
encontradas em humanos com depressão. 
Níveis diminuídos de neurotrofinas foram amplamente observados em 
pacientes deprimidos, especialmente de BDNF, o que está de acordo com a 
hipótese das neurotrofinas e ajuda a explicar a patogênese da depressão (KURITA 
et al., 2012; ORAL et al., 2012; PICCINNI et al., 2008; WANG et al., 2008; KAREGE 
et al., 2005a; KAREGE et al., 2002; DUMAN et al., 1997). Ainda, níveis diminuídos 
de BDNF no hipocampo e córtex pré-frontal estão significativamente reduzidos em 
vítimas de suicídio comparados com pacientes não suicidas controles (KAREGE et 
al., 2005b), além de níveis aumentados de BDNF terem sido encontrados em 
amostras cerebrais postmortem  de pacientes tratados com antidepressivos quando 
comparados com pacientes deprimidos não-tratados (CHEN et al., 2001), dando 
ainda mais suporte à hipótese das neurotrofinas. Em relação aos níveis de BDNF 
após a bulbectomia, as revisões trazem que ocorre diminuição (SONG; LEONARD, 
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2005; HARKIN; KALLY; LEONARD, 2003), sendo esses dados encontrados em 
estudo recente (HENDRIKSEN et al., 2012), ao passo que outros estudos não foram 
capazes de repetir esses achados, com Van Hoomisen e colaboradores (2003) 
referindo níveis de BDNF inalterados após o processo cirúrgico. Já Luo e 
colaboradores (2010) encontraram níveis inalterados de BDNF em estruturas 
cerebrais, porém aumentado no soro. Ainda, há estudos verificando ocorrência de 
aumento de BDNF após a realização do procedimento cirúrgico (HELLWEG et al., 
2007; SOHRABJI; PEPPLES; MARROQUIN, 2000). 
No presente estudo a diminuição dos níveis de BDNF encontrada no 
hipocampo dos animais bulbectomizados contribui em favor da hipótese das 
neurotrofinas e corrobora os resultados de um recente estudo realizado por 
Hendriksen e colaboradores (HENDRIKSEN et al., 2012), que mostrou diminuição 
de 15% dos níveis de BDNF hipocampais em animais submetidos à OBX, que foram 
significativos estatisticamente. Fato de grande relevância foi a suplementação com 
óleo de peixe per se sendo capaz de aumentar os níveis de BDNF, confirmando 
dados anteriores de nosso laboratório (VINES et al., 2012). O referido estudo 
mostrou que a suplementação durante a gestação e lactação, fez com que os níveis 
de BDNF tanto no córtex como no hipocampo, fossem aumentados. Fato ocorrido 
em animais de 21 dias, assim como nos de 90. Esse estudo também encontrou um 
efeito antidepressivo do óleo de peixe, o qual está possivelmente relacionado à 
indução de expressão do BDNF e aumento na transmissão serotoninérgica no 
hipocampo e córtex pré-frontal. No atual estudo, a suplementação foi eficaz em 
prevenir o déficit de BDNF, pois os animais bulbectomizados suplementados com 
óleo de peixe alcançaram os níveis do controle. 
A ligação entre serotonina e expressão ou atuação do BDNF já é bem 
estabelecida, mostrando que o BDNF promove o desenvolvimento, sobrevivência e 
plasticidade em neurônios serotoninérgicos durante o desenvolvimento hipocampal, 
assim como na vida adulta, e pode estar relacionado ao seu papel na depressão 
(YU; CHEN, et al., 2011). Considerando os presentes resultados, sugerimos que a 
suplementação com óleo de peixe resultou, primariamente, em aumento hipocampal 
da expressão de BDNF, o que medeia tanto sobrevivência quanto crescimento e 
plasticidade celulares (MARTINOWICK; LU, 2008). Essa idéia confirma a associação 
entre aumento de serotonina e diminuição de seu metabólito no hipocampo de 
animais suplementados, provavelmente prevenindo a degradação de 5-HT em 
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neurônios dessa área. Fatos esses que corroboram o efeito antidepressivo do óleo 
de peixe encontrado por Vines e colaboradores (VINES et al., 2012). Levando em 
conta a recuperação estabelecida pelo óleo de peixe rico em ácidos graxos 
poliinsaturados nos déficits de BDNF e serotonina nos animais bulbectomizados, 
esses dados suportam a ocorrência de efeito antidepressivo nesse modelo de 
depressão. Também, em relação ao protocolo de suplementação, o aumento na 
expressão hipocampal de BDNF deve representar a ocorrência de um efeito 
antidepressivo resiliente induzido pelo óleo de peixe. 
O modelo da bulbectomia olfatória causa déficits cognitivos e tem sido usada 
por muitos autores para estudo dos estágios iniciais da Doença de Alzheimer com 
componente depressivo (BORRE et al., 2012; YAMADA et al., 2011; BAHAR-FUCKS 
et al., 2010). Em adição, animais bulbectomizados exibem déficits de memória 
dependente de hipocampo, diminuição de potenciação de longa duração e danos na 
densidade dendrítica (OSTROVSKAYA et al., 2007; SONG; LEONARD, 2005; 
HARKIN; KELLY; LEONARD, 2003). 
Nesse estudo, usando o teste de localização de objetos, foram investigados 
os efeitos da suplementação com óleo de peixe no déficit de memória espacial 
induzida pela OBX. Considerando o tempo de exploração, foi observado que houve 
diferença significativa para os grupos controle (C), óleo de peixe (FO) e 
bulbectomizado suplementado (ObxFO), comparando o tempo de exploração no 
objeto localizado na posição nova com o tempo de exploração no objeto deixado na 
posição antiga. Para o parâmetro frequência de exploração, os resultados foram 
similares, com os mesmos grupos sendo significativamente diferentes. 
Em contraste, os animais bulbectomizados (Obx) não apresentaram aumento 
nem no tempo e nem na freqüência exploratória comparando o novo posicionamento 
com o antigo. Essa falha em reconhecer a troca de localização de um mesmo objeto 
indica que a OBX causou prejuízo na memória espacial, identificada pelo teste 
utilizado. A memória espacial requer um sistema hipocampal íntegro, áreas que 
possivelmente tenham sido mais suscetíveis à neurodegeneração provocada pela 
bulbectomia. Devido ao conhecido efeito de potencialização cognitiva dos ácidos 
graxos poliinsaturados ω-3 (FERRAZ et al., 2011; SU et al., 2010; SONG; ZHANG; 
MANKU, 2009; VENNA et al., 2009; WU et al., 2008; GOMEZ-PINILLA et al., 2008; 
ASL et al., 2008; FEDOROVA et al., 2007), o óleo de peixe, surpreendentemente, 
apresentou o mesmo desempenho do grupo controle no teste de localização de 
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objetos. Por outro lado, a suplementação foi capaz de atenuar os déficits de 
memória espacial induzidos pela bulbectomia, pois o grupo óleo de peixe 
bulbectomizado (ObxFO) apresentou aumento de 83% no tempo de exploração, e 
ainda aumento de 42% na freqüência exploratória. Além de que, se compararmos 
apenas os dados obtidos em relação ao objeto na nova posição entre todos os 
grupos, há um grande déficit do grupo Obx em comparação ao FO e Controle. O 
grupo ObxFO teve valores signitivamente maiores do que o bulbectomizado, apesar 
de não ter conseguido se equiparar aos controles. 
O índice de discriminação mede a resposta dos animais em explorarem 
novidade e familiaridade. Valores significativamente maiores que zero indicam 
animais explorando mais o objeto na posição nova do que na antiga. Já resultados 
abaixo de zero indicam mais exploração do objeto na posição familiar. Nossos 
resultados em relação a esse índice demonstraram o grupo Obx com valores 
negativos, evidenciando o déficit de memória desses animais, enquanto os demais 
grupos apresentaram valores positivos e iguais entre si. Portanto, os dados 
enfatizam o déficit de memória apresentado pelo grupo bulbectomizado, assim como 
mostram a melhora/manutenção da capacidade de memória. 
Em um estudo de 2009, Song e colaboradores (SONG; ZHANG; MANKU, 
2009) mostraram que suplementação com EPA, um ácido graxo poliinsaturado ω-3, 
durante 7 semanas à animais bulbectomizados melhorou a memória quando 
testados no Labirinto Aquático. De acordo com esses autores, EPA atua na 
depressão e aumenta a memória devido a efeitos antiinflamatórios (diminuição de 
expressão de prostaglandinas E2 (PGE2) e redução de interleucinas 1β (IL-1β)) e 
mecanismos neuroprotetores (via up regulation de fator de crescimento neural e 
normalização de neurotransmissores). Ainda, esses autores mostraram que o EPA 
reduziu tanto a expressão de fosfolipase A2, quanto à concentração de PGE2 e IL-
1β e aumentou a expressão do fator de crescimento neural (NGF) no hipocampo, 
contribuindo para a normalização dos déficits de memória dos ratos submetidos à 
OBX. 
 No presente estudo, o protocolo de suplementação foi de 3.0g/kg de óleo de 
peixe, sendo cada cápsula composta por 12% de EPA e 18% de DHA, por 
aproximadamente 2 meses (acasalamento, gestação e lactação), assim atribuímos 
os benefícios vistos em nosso estudo a esses dois ácidos graxos da família ω-3. O 
DHA, ácido graxo mais abundante no sistema nervoso central, está inserido nas 
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membranas neuronais, tem mostrado eficiência em aumentar a expressão de BDNF 
no hipocampo (VENNA et al., 2009; GOMEZ-PINILLA et al., 2008). Embora o perfil 
lipídico das amostras não tenha revelado diferenças significativas de DHA ou EPA, 
acreditamos que isso seja devido ao longo período decorrido sem que esses animais 
recebessem suplementação. Como de acordo com a literatura deva ter ocorrido um 
aumento de EPA e DHA nas membranas neuronais durante a gestação e lactação, 
mas que por sua vez não foi visto, provavelmente tenha sofrido renovação e não 
seja mais perceptível, embora seus efeitos, de algum modo, ainda se manifestem. 
 Possivelmente a associação entre depressão e diminuição dos níveis de 
BDNF esteja baseada na disfunção hipocampal. BDNF é mais frequentemente 
encontrado no hipocampo, uma área cerebral que desenvolve um importante papel 
nos processos de memória e está associado à depressão. Assim, neurotrofinas 
como BDNF e NGF devem exercer um papel chave no prejuízo cognitivo que ocorre 
em pacientes deprimidos, restaurando as ligações neuronais envolvidas no 
aprendizado e memória. 
De acordo com nossos resultados, suplementação com óleo de peixe durante 
as fases pré-concepção à lactação, ou seja, nos períodos mais críticos de 
desenvolvimento dos neurônios cerebrais, foi capaz de atenuar o aparecimento de 
sintomas depressivos, assim como disfunções cognitivas, em ratos submetidos à 
bulbectomia. 
 Em resumo, o presente estudo sugere que a suplementação promoveu 
aumento na expressão de BDNF e na transmissão serotoninérgica do hipocampo. 
Esses resultados do óleo de peixe resultam em um robusto efeito antidepressivo. 
Considerando o papel inquestionável do BDNF na promoção da sobrevivência 
neuronal, assim como aumento da potencialização de longa duração hipocampal, o 
presente estudo demonstrou que o aumento da expressão de BDNF no hipocampo 
neutralizou os déficits na memória espacial induzidos pela OBX. Estudos futuros são 
necessários para investigar os mecanismos pelos quais o óleo de peixe restaura 






Esses dados, obtidos a partir de um modelo de depressão, confirmam os 
efeitos antidepressivos da suplementação com ácidos graxos ω-3, os quais estão 
relacionados com aumento na transmissão serotoninérgica do hipocampo. Como 
sugerido por estudo anterior, o óleo de peixe parece mediar um envolvimento 
recíproco de ativação do sistema serotoninérgico com aumento na expressão de 
BDNF no hipocampo, e esse aumento hipocampal de neurotrofinas parece combater 
os déficits de memória induzidos pela bulbectomia olfatória. 
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